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摘要　目的：优选骨松强骨颗粒的醇提最佳工艺。方法：以提取液中淫羊藿苷含量，人参皂苷Ｒｇ１含量及总固体得率为指标，采

用正交实验法，优选醇提工艺。结果：处方药材的最佳醇提工艺为７０％乙醇１０倍量，提取３次，１５ｈ／次。结论：优选的提取工
艺稳定可行。
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　　骨松强骨颗粒处方是河南省洛阳正骨医院的经验
方，由淫羊藿、三七、黄芪、骨碎补、葛根、附子、鹿角霜、

何首乌组成，具有益气补肾、强筋壮骨、温阳通脉、理气

止痛作用。该处方在临床应用１０余年，疗效显著，安
全性高，按新药开发拟制成颗粒剂。用于治疗原发性、

继发性骨质疏松及骨软化症。根据所含的化学成分和

药理作用结合功能主治，淫羊藿、三七、骨碎补、葛根４
种药材采取醇提的方法。淫羊藿补肝肾，强筋骨［１］。

淫羊藿所含的淫羊藿苷可促进骨细胞的分化成熟，促

进成骨细胞的增殖［２］，为治疗骨质疏松的有效化学成

分［３］。三七为贵重药材，三七所含的人参皂苷 Ｒｇ１为
其主要成分［４］，且含量较高。人参皂苷 Ｒｇ１可增强机
体免疫力［５］。因此，以淫羊藿苷含量和人参皂苷 Ｒｇ１
的含量及总固体得率为指标来优选提取条件，从而为

制定生产工艺提供依据。

１　仪器与试药
１１　仪器　Ａｇｉｌｅｎｔ１１００ｓｅｒｉｅｓ液相色谱系统（美国安
捷伦），ＸＳ２０５ＤＵ电子分析天平（瑞士梅特勒），ＨＨ－６
金坛市科兴仪器厂水浴锅。

１２　试药　淫羊藿、三七等药材均购自洛阳康鑫中药
饮片有限公司，经河南中医学院董成明教授鉴定符合

《中华人民共和国药典》２０１０版一部规定；淫羊藿苷对
照品（１１０７３７－２００４１５）、人参皂苷 Ｒｇ１对照品（７０３－
８９０３）购自中国食品药品检定研究院；乙腈、甲醇为色
谱纯，其余为分析纯；水为超纯水。

２　方法与结果
２１　醇提液的制备　采用加热回流的提取方法［６］，选

用Ｌ９（３
４）正交进行实验，以加醇量（Ａ），提取时间

（Ｂ），提取次数（Ｃ），醇浓度（Ｄ）为考察因素，进行４因
素３水平的正交实验。因素水平见表１，一次称取处方
量药材５０ｇ，分别称取药材共９份，按表２加醇液提
取，药液经过滤即得１～９号样品。

表１　因素水平表

水平

因素

加水量（倍）

Ａ
煎煮时间（ｈ）

Ｂ
煎煮次数（次）

Ｃ
醇浓度（％）

Ｄ

１ １０ １ １ ５０
２ １２ １５ ２ ６０
３ １４ ２ ３ ７０

２２　淫羊藿苷含量的测定［７］

２２１　色谱条件［８－９］　色谱柱安捷伦 Ｃ１８柱；乙腈∶水
（２８∶７２）为流动相；检测波长２７０ｎｍ；柱温３５℃；理论
塔板数淫羊藿苷峰计算应不低于１５００。
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２２２　标准曲线的绘制　精密称取淫羊藿苷１９ｍｇ
对照品，置１０ｍＬ容量瓶中，加甲醇至刻度，制成０１９
ｍｇ／ｍＬ的溶液，分别精密吸取 ０１ｍＬ，０２ｍＬ，０３
ｍＬ，０４ｍＬ，０５ｍＬ，０６ｍＬ，０７ｍＬ上述溶液，用甲醇
分别稀释至１ｍＬ。过滤后分别吸取２０μＬ注入液相色
谱仪。按上述色谱条件测峰面积。以淫羊藿苷的浓度

（ｘ）为横坐标，峰面积积分值（Ｙ）为纵坐标线性回归，得
回归方程为Ｙ＝３９５３２Ｘ＋６６９８６，Ｒ２＝０９９９８，表明淫羊
藿苷在００１９～０１３３ｍｇ／ｍＬ范围内线性良好。
２２３　供试品溶液的制备［１０］　按处方量称取药材提

取，精密移取提取液２ｍＬ，蒸干，加稀乙醇，定容至１０
ｍＬ。
２２４　对照品溶液的制备　取淫羊藿苷对照品１６
ｍｇ，加甲醇定容至１０ｍＬ容量瓶中，制成每０１６ｍｇ／
ｍＬ的溶液。
２２５　阴性溶液的制备　称取处方量缺淫羊藿的其
余药材提取，照供试品的制备方法制备阴性溶液。

２２６　含量测定　分别精密吸取过０４５μｍ滤膜的
对照品溶液，供试品溶液、阴性溶液各２０μＬ注入液相
色谱仪。ＨＰＬＣ图见图１，结果见表２。

表２　Ｌ９（３
４）正交实验表

实验号
因素

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ
结果

淫羊藿苷含量（ｍｇ／ｇ）人参皂苷Ｒｇ１含量（ｍｇ／ｇ）总固体得率（％）
综合评分

１ １ １ １ １ ００６４６ ０２８６１ ３１７ ６７８１９６
２ １ ２ ２ ２ ０１０１３ ０２５６１ ３５９ ８１２３３５
３ １ ３ ３ ３ ００７９１ ０４０６４ ４１３ ８９６７１５
４ ２ １ ２ ３ ００６４２ ０２３１９ ３１０ ６２０１４５
５ ２ ２ ３ １ ００８７８ ０２１８６ ４４８ ７６１８５
６ ２ ３ １ ２ ００６４１ ０１２６９ ２７１ ４９８９９４
７ ３ １ ３ ２ ００９６５ ０１９９２ ４２８ ７６８１８
８ ３ ２ １ ３ ００５７７ ０３４８２ ３０２ ７０５３７６
９ ３ ３ ２ １ ００６６０ ０１４９６ ４０８ ５８９９９９
Ｋ１ ７９，５７５ ６８８８４ ６２７５２ ６７６６８
Ｋ２ ６２７００ ７５９８５ ６７４１６ ６９３１７
Ｋ３ ６８７８５ ６６１９０ ８０８９２ ７４０７５
Ｒ １６８７５ ９７９５ １８１４ ６４０７

　　注：综合评分＝（淫羊藿苷含量／淫羊藿苷最大含量）×０４×１００＋（人参皂苷Ｒｇ１含量／人参皂苷Ｒｇ１的最大含量）×０４×１００＋（总固体得率／

最大总固体得率）×０２×１００。

２３　三七中人参皂苷Ｒｇ１含量测定
［１１］

２３１　色谱条件［１２－１３］　色谱柱安捷伦Ｃ１８；乙腈为流
动相 Ａ，水为流动相 Ｂ；检测波长为 ２０３ｎｍ，柱温
３５℃；流动相比例如下图表 ３，理论板数按人参皂苷
Ｒｇ１算应不低于４０００。

表３　流动相比例

时间（ｍｉｎ） 流动相Ａ（％） 流动相Ｂ（％）

０～６ ２１ ７９
６～２８ ２１～２６ ７９～７４

２３２　标准曲线的绘制　精密称取人参皂苷 Ｒｇ１标
准品１２５ｍｇ，放入１０ｍＬ容量瓶中，加甲醇至刻度，
制成１２５ｍｇ／ｍＬ的溶液，分别精密吸取０１ｍＬ，０２
ｍＬ，０３ｍＬ，０４ｍＬ，０５ｍＬ，０６ｍＬ，０７ｍＬ的上述
溶液加甲醇至１ｍＬ。分别精密吸取２０μＬ，按上述色
谱条件注入液相色谱仪。以人参皂苷 Ｒｇ１的浓度（Ｘ）
为横坐标，峰面积（Ｙ）为纵坐标线性回归，回归方程为
Ｙ＝７４２１７Ｘ＋１０５８６，Ｒ２＝０９９９７，表明人参皂苷Ｒｇ１
在０１２５～０８７５ｍｇ／ｍＬ范围内线性良好。
２３３　供试品溶液的制备［１４］　按处方量称取药材５０

ｇ提取，精密量取乙醇提取液１０ｍＬ，蒸干加２０ｍＬ水
溶解，水溶液用水饱和的正丁醇萃取 ３次，每次 ２０
ｍＬ，合并正丁醇液，弃水液，用正丁醇饱和的氨试液洗
涤２次，每次２０ｍＬ，合并正丁醇液，用正丁醇饱和的
水液洗涤１次，每次６０ｍＬ，取正丁醇层，蒸干，用甲醇
溶解并定容至１０ｍＬ容量瓶中。
２３４　对照品溶液的制备　精密称取人参皂苷 Ｒｇ１
对照品４７ｍｇ，加甲醇定容至１０ｍＬ容量瓶中。制成
含人参皂苷Ｒｇ１０４７ｍｇ／ｍＬ的溶液。
２３５　阴性溶液的制备　按处方量称取缺三七的其
余药材提取，照供试品的方法制备阴性溶液。

２３６　含量测定　精密吸取过０４５μｍ滤膜的对照
品溶液，供试品溶液、阴性溶液各２０μＬ注入液相色谱
仪。ＨＰＬＣ图见图２，结果见表２，方差分析见表４。
２４　总固体得率的测定［１５］　精密量取样品液３０ｍＬ
至恒重的蒸发皿中，水浴蒸干后在１０５°Ｃ干燥箱中干
燥５ｈ，于干燥器内冷却至室温，待恒重时精密称定，计
算总固体得率，见表２。
２５　结果　分析极差值知因素对结果影响大小顺序
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为：煎煮次数＞加水量 ＞煎煮时间 ＞乙醇浓度。由方
差分析知各影响因素对结果影响都不显著，由直观分

析知最佳组合为 Ａ１Ｂ２Ｃ３Ｄ３即１０倍醇液，每次煎煮
１５ｈ，煎煮３次，乙醇浓度为７０％。

图１　为淫羊藿的ＨＰＬＣ图（注：Ａ为淫羊藿苷的对照品溶液；Ｂ为样品溶液；Ｃ为阴性溶液；１为淫羊藿苷）

图２　三七的ＨＰＬＣ图（Ｄ为三七中人参皂苷Ｒｇ１的对照品溶液；Ｅ为样品溶液；Ｆ为阴性溶液图；２为人参皂苷Ｒｇ１）

表４　方差分析表

因素 Ａ Ｂ Ｃ 误差

离差平方和 ４３８２２５ １５３６２９ ５３２３７５ ６６３９５
自由度 ２ ２ ２ ２
方差 ２１９１１２ ７６８１５ ２６６１８７ ３３１９７
Ｆ ６６００ ２３１４ ８０１８

显著性 ＞００５ ＞００５ ＞００５

２５１　验证实验　分别称取药材以最优的工艺提取，
按“２２”和“２３”项下测定淫羊藿苷含量和三七中人
参皂苷Ｒｇ１的含量，测定总固体得率。验证３批结果
差异无统计学意义。

３　讨论
淫羊藿苷含量测定时参照《中华人民共和国药

典》２０１０版方法，由于复方组成的干扰，对流动项的比
例进行了选择，调整为乙腈∶水为２８∶７２，就得到理想
的峰形和保留时间。三七中人参皂苷Ｒｇ１的含量测定
时供试品溶液的制备方法进行了优选：１）以乙醇提取
液取１０ｍＬ，蒸干加甲醇溶解并定容至１０ｍＬ；２）先将
乙醇提取液取１０ｍＬ蒸干加２０ｍＬ水溶解，水溶液用
水饱和的正丁醇液萃取３次，每次２０ｍＬ，弃水液，正
丁醇液合并，用正丁醇饱和的水液６０ｍＬ洗涤正丁醇
液，取正丁醇液蒸干，加甲醇溶解并定容至１０ｍＬ；３）
先将乙醇提取液１０ｍＬ蒸干加２０ｍＬ水溶解，水溶液
用水饱和的正丁醇萃取３次，每次２０ｍＬ，弃水液，正
丁醇液合并，用正丁醇饱和的氨试液洗涤２次，每次
２０ｍＬ，合并正丁醇液，用正丁醇饱和的水洗涤１次，每
次６０ｍＬ，取正丁醇层，蒸干，用甲醇溶解并定容至１０
ｍＬ。经比较第３种方法色谱图简洁，分离度好，保留
时间合适，选择该方法为供试品溶液的制备方法。人

参皂苷Ｒｇ１的含量测定经比较，优选了流动相比例，以

流动相Ｂ为例，０～１２ｍｉｎ为１９，１２～６０ｍｉｎ为１９～
３６；０～６ｍｉｎ为１９，６～３０ｍｉｎ为１９～２６；０～６ｍｉｎ为
２２，６～２８ｍｉｎ为２２～２６；最终又改为比例０～６ｍｉｎ为
２１，６～２８ｍｉｎ为２１～２６。
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